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要旨 28 
本研究ではキチンナノファイバー (CNF），表面キトサン化キチンナノファイ29 
バー (SDACNF），キトサンナノファイバー (CSNF) の動物細胞培養基材とし30 
ての有用性を評価した．基材への種々細胞の接着性を評価したところ，骨髄由31 
来間葉系幹細胞 (BMSC) と培養軟骨細胞株 ATDC5 が SDACNF と CSNF の基32 
材面への高い接着性を示した．ATDC5 の骨分化の指標である ALP 活性は，33 
SDACNF は CSNF と比較して有意に高値であった．さらに，0.1％酢酸で調製34 
した SDACNF 基材では，細胞増殖率および分化能が有意に増加した．以上の35 
結果，SDACNF は培養軟骨細胞の培養基材として有用である可能性が示され36 
た． 37 
 38 
Summary 39 
This study evaluated the utility of chitin-derived nanofibers as a mammal cells 40 
culture scaffold. We used chitin nanofibers (CNF), surface-deacetylated chitin 41 
nanofibers (SDACNF) and chitosan nanofibers (CSNF). As a result of evaluating the 42 
adhesion of five kinds of cell lines to the scaffolds, bone marrow derived mesenchymal 43 
stem cells (BMSC) and pre-chondrogenic cell line, ATDC 5 were superior in adhesion 44 
to CSNF and SDACNF. Alkaline phosphatase (ALP) activity, an indicator of 45 
differentiation of ATDC5, per cell was higher on SDACNF than on CSNF. 46 
Furthermore, SDACNF scaffold prepared with acetic acid showed higher proliferation 47 
and differentiation activities than that prepared without acetic acid. In conclusion, 48 
SDACNF could be useful as a culture scaffold for chondrocytes and their stem cells. 49 
 50 
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1．緒言 53 
生体内には組織ごとに様々な細胞が存在し，これらの細胞は発生の過程で適54 
切な細胞外マトリックス (ECM) および増殖因子と相互作用することで，細胞55 
が増殖および分化し，正常な組織を形成する 1- 3)．ECM の役割は，組織の空間56 
充填や細胞骨格の形成および細胞接着における足場として機能していることが57 
知られている．また，ECM は細胞膜上にある ECM 受容体を介して，細胞の増58 
殖，分化，遊走等の機能を調節するシグナルに影響を及ぼすことが知られてい59 
る 4，5)．さらに，近年，ECM の組成および剛性自体が細胞の分化や機能を調節60 
することも報告されている 6)． 61 
現在，再生医療の進歩に伴い生体外で目的細胞の増殖および分化を調節する62 
ことが求められている．生体外で目的の細胞を増殖および分化維持するため63 
に，現在，様々な培養基材および増殖因子が用いられている．培養基材には生64 
体親和性や安全性などが重要であることから，ヒトの主要な ECM の構成成分65 
であるコラーゲンやフィブロネクチンなどが古くから培養基材として利用され66 
てきた．一方，従来から利用されている培養基材のみでは，目的の組織に分化67 
した細胞を短時間に大量に調製することが困難であるため，さらなる培養基材68 
の開発が必要とされている．このような背景のもと，現在ヒト生体成分以外の69 
天然物や合成化合物を培養プレート表面のコーティング基材や三次元スキャフ70 
ォールドとして用いる研究も盛んになっている 7)． 71 
キチンは N-アセチルグルコサミンのポリマーでセルロースに次いで自然界に72 
豊富に存在している天然多糖類で，節足動物の外骨格または真菌および酵母の73 
細胞壁に存在している．キチンはカニやエビ殻などを酸処理し，殻中の炭酸カ74 
ルシウムを溶解後，アルカリ性溶液処理でタンパク質を溶解し抽出される．蟹75 
に含まれている α 型のキチンは斜方晶構造を有しており，安定的な構造を有す76 
  
るため極めて難溶性である．キトサンは D-グルコサミンのポリマーであり，キ77 
チンをアルカリ性条件下で脱アセチル化し生成される．キチンおよびキトサン78 
粉末やシート状フィルムは，生体適合性が高く，止血剤，創傷包帯，ドラック79 
デリバリーシステム，人工皮膚など生物医学的用途にすでに利用されている 8-80 
10)．しかし，キチンおよびキトサンは水系溶媒に対して不溶で分散性が低いた81 
め応用範囲が限定されていた． 82 
キチンナノファイバー (CNF) およびキトサンナノファイバー (CSNF) は，83 
キチンおよびキトサンを 10~20 nm の微細な繊維状構造にし，水系溶媒への分84 
散性を向上させたものである．また，脱アセチル化処理で，一部をキトサン化85 
した表面キトサン化キチンナノファイバー (SDACNF) や酢酸を添加し調製す86 
ることで水分散性をさらに向上させたナノファイバーなど様々なナノファイバ87 
ーが簡便に調製できるようになった 11-13)．したがって，今まで応用範囲が限定88 
的であったキチンおよびキトサンの特性を，再生医療分野や化粧品および食品89 
分野にも応用できることが期待されている 9)．これまでに CSNF や CSNF を配90 
合したコラーゲンナノファイバーは肝臓細胞，骨芽細胞，筋肉細胞，神経細胞91 
などの培養基材として有用であることが報告されている 9)．一方，部分的に脱92 
アセチル化された基材である SDACNF が培養細胞の増殖および分化に与える93 
影響はほとんど検討されていない．そこで本研究では CNF および CSNF に加94 
えて SDACNF の動物培養細胞への適合性を検討し，キチン由来ナノファイバ95 
ーの有用性を評価することを目的とした． 96 
  97 
  
2．実験方法 98 
2. 1. 材料 99 
CNF，CSNF，SDACNF はカニ殻由来のキチン粉末 (キチン TC-L，甲陽ケミ100 
カル) に水を添加して 1％ (w/v) に調製したものを原料として以前の報告と同101 
様に調製した 14)．コラーゲンは豚由来の Cell matrix Type Ⅰ-C (新田ゼラチン，102 
大阪) を用いた． 103 
 104 
2.2. コーティング方法 105 
SDACNF と超純水または 0.5 w/v%酢酸で 0.05～1%に調製した．CNF，106 
CSNF，Col は超純水で 0.1%に調製した．また，CNF，SDACNF，CSNF の調製107 
液は 96 well plate (FALCON，神奈川) に 100 μL 添加後，インキュベーター内108 
で 50℃約 5 時間静置し、もしくは室温で乾燥させた． 109 
 110 
2.3. 細胞培養方法 111 
細胞株はヒト肝癌由来細胞株 (HepG2:理科学研究所，茨城)，ヒト皮膚線維芽112 
細胞 (HDF: バイオセラ，ニュアイエ，フランス)，ラット好塩基球性白血病細113 
胞 (RBL-2H3: JCRB 細胞バンク，大阪)，マウス前駆軟骨細胞株 (ATDC5，理114 
科学研究所，茨城) を用いた．マウス骨髄由来間葉系幹細胞 (BMSC） は雄性115 
7 週齢の ddy (東京実験動物株式会社，東京) の大腿骨および脛骨の骨髄液から116 
分離した．骨髄液を 10%FBS，100 U/mL Penicillin (明治製菓ファルマ株式会117 
社，東京) 含有 Minimum Essential Medium Alpha Medium (ライフテクノロジー118 
ズジャパン，東京) 培地で懸濁後，100 µm 径のセルストレーナー (FALCON) 119 
を用いてろ過し，100 mm ディッシュ (FALCON) に播種し，37℃，5%CO₂条120 
件下で培養し，接着細胞を BMSC とした． 121 
  
HepG2 は 10%FBS 含有 Dulbecco's Modified Eagle's Medium low glucose 培地 122 
(ライフテクノロジーズジャパン)，HDF は 10%FBS 含有 Dulbecco's Modified 123 
Eagle's Medium high glucose 培地 (ライフテクノロジーズジャパン），RBL-124 
2H310%FBS 含有 Eagle's minimal essential medium 培地 (ライフテクノロジーズ125 
ジャパン)，ATDC5 は 5%FBS 含有 Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient 126 
Mixture F-12 培地 (ライフテクノロジーズジャパン) を用いて，各々37℃，127 
5%CO₂条件下で培養した． 128 
CNF，SDACNF，CSNF をそれぞれコートした 96 well plate に，BMSC を129 
2×105 cells/well，HepG2 を 3×104 cells/well，HDF を 4×104 cells/well，RBL-2H3130 
を 2.5×105 cells/well，ATDC5 を 5×10⁴ cells/well で 96 well plate に播種し，培養131 
を行った．2～10 日間培養後，各細胞の接着性を位相差光学顕微鏡下で観察し132 
た． 133 
 134 
2.4. 細胞増殖率測定法 135 
SDACNF をコーティングした 96 well plate に BMSC を 4×10⁴ cells/well で播136 
種し 5 日間培養した．また，CNF，SDACNF，CSNF，Col をコーティングした137 
96 well plate に ATDC5 を 5000 cells/well で播種し 5 日間培養した．培養後，終138 
濃度 10%となるように WST-1 (ロシュ・ダイアグノスティックス株式会社，バ139 
ーゼル，スイス) を添加した培地に全量交換し，5 時間 37℃，5%CO₂条件下で140 
静置した．5 時間後，マイクロプレートリーダー (Spectra Max M2e，日本モレ141 
キュラーデバイス株式会社，東京) で 440 nm の吸光度を測定した． 142 
 143 
2.5. アルカリフォスファターゼ (ALP) 活性測定法 144 
CNF，SDACNF，CSNF をコーティングした 96 well plate に ATDC5 を 5000 145 
  
cells/well で播種し 5 日間培養した．培地を除去し，細胞を 100 μL の146 
10%TritonX 含有トリス塩酸緩衝液 (pH9.8) 中で，5 分間静置し溶解した．4℃ 147 
9, 730G で 3 分間遠心し上清 50 μL に 50 μL の 20 mM パラニトロフェニルリン148 
酸 (p-NPP，和光純薬工業，大阪) を添加し 37℃のインキュベーター内で 3 分149 
間静置した．静置後マイクロプレートリーダーで 410 nm の吸光度を測定し，150 
細胞中の ALP 量の指標とした． 151 
  152 
  
3．実験結果 153 
3.1. SDACNF の適合細胞の探索 154 
キチン由来ナノファイバーの水への分散液は CNF と CSNF は白く濁ってお155 
り，SDACNF は透明であった．これらの分散液を培養プレート表面上で乾燥さ156 
せた結果，CNF と CSNF はコーティング面が白く，SDACNF は透明であった 157 
(図 1A)． 5 種の動物培養細胞株におけるキチン由来ナノファイバーへの接着性158 
を検討した．HepG2 および HDF は全てのキチン由来ナノファイバー基材で播159 
種した細胞の約 1～2 割程度しか接着せず，多くの細胞が凝集し浮遊した (図160 
1B)．RBL-2H3 細胞は全ての基材に 5 割程度接着したものの，培養日数が経過161 
しても細胞の仮足が伸展しなかった．ATDC5 と BMSC は CNF 基材には 5 割程162 
度のであったが，SDACNF と CSNF には，8-9 割が接着しその後の正常な生着163 
が観測された． また，SDACNF 基材の高い透明性により，細胞の形態観察が164 
容易であった． 165 
 166 
3.2. SDACNF 基材で培養した BMSC の細胞増殖評価 167 
次に，初代細胞である MSC の細胞増殖に与える SDACNF 培養基材量の影響168 
を検討した．プラズマ処理を施した一般的な細胞培養ディッシュ (C) と比較し169 
て，0.05%，0.1%，1%の SDACNF コートは細胞増殖をそれぞれ 1.14 倍，1.21170 
倍，1.16 倍と有意に増加させた (図 2)． 171 
 172 
3.3. SDACNF が軟骨細胞株 ATDC5 の増殖および ALP 活性に与える影響 173 
SDACNF への接着性が高かった ATDC5 の増殖および分化に関して，一般的174 
に基材として用いるコラーゲン (Col) と比較した．その結果，C と比較して175 
Col および SDACNF 基材は ATDC5 の増殖と ALP 活性を有意に減少させた (図176 
  
3A，B）．しかし，Col と比較して SDACNF 基材は ATDC5 の増殖を有意に増加177 
させた．また，Col と SDACNF の ALP 活性に有意な差はなかった． 178 
キチン由来ナノファイバー基材が ATDC5 の増殖および ALP 活性に与える影179 
響を調べた．その結果，SDACNF は CNF と比較して ATDC5 の細胞数を有意に180 
増加させ，CSNF と同程度の細胞増殖率だった (図 4A）．また，細胞当たりの181 
ALP 活性を評価した結果，SDACNF と CNF は C と比較して，細胞当たりの182 
ALP 活性が有意に高値を示した (図 4C）． 183 
 184 
3.4. SDACNF への酢酸添加が ATDC5の増殖および分化に与える影響 185 
SDACNF の 0.5%酢酸溶液から調製した SDACNF 基材のプレートは SDACNF186 
の水溶液でコートしたプレートと比較して透明度が向上した (図 5A）．ATDC5187 
の細胞増殖に与える影響を検討した結果，基材調製時に水のみを使用した188 
SDACNF はコントロール (C) と比較して細胞増殖が有意に低下したが，基材189 
調製時に酢酸を使用した 0.5％および 1％SDACNF は ATDC5 の増殖を C と比較190 
して有意に増加させた (図 5B)．ALP 活性に与える影響を検討した結果，純水191 
および酢酸調製の SDACNF はともに C と比較して ALP 活性を有意に抑制した 192 
(図 5C)．一方，細胞当たりの ALP 活性を比較した結果，酢酸調製した193 
SDACNF は純水調製した SDACNF と比較して ATDC5 の ALP 活性を抑制した 194 
(図 5D)． 195 
  196 
  
4．考察 197 
キチンおよびキトサンは生物由来の成分として医療応用が期待されている．198 
しかし，キチンおよびキトサンは難溶性であるため，縫合糸や止血剤，薬の輸199 
送単体として利用されてきたが，応用範囲が限定されていた．キチンやキトサ200 
ンはナノファイバー (NF) 化することにより水系に分散することから，応用範201 
囲が拡大した．本研究ではキチン由来ナノファイバーでの動物培養細胞の基材202 
としての有用性を評価した． 203 
キチン由来ナノファイバー基材に適合する細胞を探索した結果，BMSC と204 
ATDC5 が SDACNF と CSNF 基材への接着性が高いことを見出した．CSNF と205 
SDACNF にはアミノ基が存在しておりその表面電荷が細胞接着に関与した可能206 
性がある．SDACNF を基材とした ATDC5 の増殖および ALP 活性は培養基材と207 
して最も利用されている Col と同等以上であった．培養基材に関する研究で208 
は，基材の弾性や繊維幅繊維間隙などが接着に影響を与えることが報告されて209 
いる 15，16)．SDACNF と CSNF には電荷の反発による弾性や間隙の効果がある210 
可能性がある．  211 
ATDC5 は前駆軟骨細胞から軟骨細胞への分化を再現できる細胞株である．軟212 
骨細胞は分化過程で ALP 活性が増加することから，ALP 活性は軟骨分化の指213 
標になる 17)．本研究で CNF，SDACNF に ATDC5 の分化促進作用があることが214 
示された．一方，SDACNF の調製時に酢酸を使用すると，ATDC5 の細胞増殖215 
を促進させ，分化を抑制した．この結果から，SDACNF 基材の調製法を工夫す216 
ることで，ATDC5 の増殖未分化を制御できる可能性が示された．今後はさら217 
に軟骨細胞の幹細胞である BMSC を用いた応用に興味が持たれる． 218 
酢酸を使用して調製することにより SDACNF が ATDC5 の増殖を促進させた219 
要因としては SDACNF の表面状態が関与していると考えられる．SDACNF は220 
  
水に分散するが，濁った状態である．これに酢酸を添加すると液が透明となっ221 
た．これは酢酸が両親媒性でありカルボン酸構造を持つことから難水溶性でア222 
ミノ基をもつ SDACNF を水に溶解させたためであると考えられる．この223 
SDACNF の酢酸溶液を培養プレートに塗布して乾燥させるとその表面は均一と224 
なり透明のままプレートにコートされた．この乾燥時に酢酸が揮発する過程で225 
SDACNF のアミノ基が培養表面側に配向した可能性がある．この表面に並んだ226 
アミノ基のプラス電荷と細胞膜リン脂質のマイナス電荷と静電結合が細胞の接227 
着性を増大したと考えられる．また，細胞接着には基材の電荷だけではなく繊228 
維幅や繊維間隙，配向，弾力などの力学的な特性に加えカルシウムイオンの保229 
持供給など様々な要因が関係している可能性がある 18)．今後は SDACNF への230 
軟骨細胞接着性向上および細胞増殖促進作用に与えるメカニズムを検討する必231 
要がある． 232 
  233 
  
まとめ 234 
本研究ではキチン由来ナノファイバーの動物細胞に対しての培養基材として235 
の有用性を評価することを目的とした．酢酸を使用して調製した SDACNF 基236 
材は軟骨細胞の接着効率を増加させ，細胞増殖を促進させることを明らかにし237 
た．軟骨組織は自己修復能が低いため，再生医療による培養および移植が期待238 
されている組織である．本研究で用いた SDACNF を培養基材として利用する239 
ことで，効率的な軟骨細胞の増殖に有用である可能性が示された．  240 
 241 
  242 
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Figure Legends 303 
図 1 キチン由来ナノファイバーに適合する細胞の探索．(A) キチン由来ナノフ304 
ァイバー基材へ播種した細胞の写真．(B) 基材へ播種した細胞の写真．使用した305 
細胞は以下の通りである．HepG2，HDF，RBL-2H3，BMSC，ATDC5．  306 
 307 
図 2 SDACNF 基材で培養した BMSC の増殖活性． 308 
Means ± SEM Dunnett’s Test **p <0.01 v.s. Control (C) (n=4) 309 
 310 
図 3 コラーゲン (Col) と SDACNF の基材で培養した ATDC5 への影響の比311 
較．(A) 増殖活性 (WST-1 法)．(B) 分化能 (ALP 活性試験)． 312 
Means ± SEM Tukey’s Test p <0.01 (n=4) 313 
 314 
図 4 キチン由来ナノファイバー基材が軟骨前駆細胞 ATDC5 に与える影響．315 
(A) 増殖活性 (WST-1 法)．(B) 分化能 (ALP 活性試験)．(C) 細胞当たりの分化316 
能． 317 
Means ± SEM Tukey’s Test p <0.01 (n=4) 318 
 319 
図 5 酢酸を使用して調製した SDACNF 基材における ATDC5 の増殖・分化に320 
与える影響． 321 
(A) 水のみ (左) または酢酸を使用 (右) して調整した SDACNF のコーティン322 
グプレートの写真．(B) 増殖活性 (WST-1 法)．(C) 分化能 (ALP 活性試験)．(D) 323 
細胞当たりの分化能． 324 
Means ± SEM Dunnett’s Test **p <0.01 (n=4)，Means ± SEM Student t Test 325 
*p <0.05 **p <0.01 (n=4) 326 
